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嗜酸乳杆菌抗酸抗胆汁盐能力的研究
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　　[摘　要 ]　采用M R S 培养基, 模拟人体胃酸环境 (pH 1. 5～ 4. 5) 和十二指肠高胆汁盐环境 (1～ 4 gökg) 对嗜

酸乳杆菌的抗性进行了研究。结果表明, 嗜酸乳杆菌在 pH 2. 5～ 4. 5 时具有较强的生存能力, 37 ℃培养 6 h 活菌数

仍达 107 mL - 1以上, pH 1. 5 条件下仍有部分存活。在 1～ 3 gökg 胆汁盐条件下培养 4 h, 活菌数仍达 106 mL - 1以上,

且能在 4 gökg 胆汁盐中存活。回归分析的 F 检验值达极显著水平。
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　　近几年来, 随着人们健康意识的逐步增强, 微生

物制剂及生物活性食品市场十分活跃, 品种也越来

越多, 但这些微生物在人体内的存活能力高低直接

关系到其健康促进作用的正常发挥, 也是检验产品

质量的关键指标之一。嗜酸乳杆菌作为人体肠道中

的重要微生物, 与人体健康息息相关[1, 2 ] , 是目前乳

酸菌家族中具有较高研究与开发价值的益生菌, 被

视为第三代酸乳发酵剂菌种[3 ]。据报道[4 ] , 胃液 pH

值因饮食结构不同而波动很大, 通常 pH 值为 3 左

右, 空腹或食用酸性食品时 pH 可达 1. 5, 食用碱性

食物pH 可达 4～ 5, 食物通过时间为 1～ 2 h。十二指

肠中胆汁盐含量为 0. 3～ 3 gökg, 食物通过的时间

相对极短, 可见胃肠为高酸高胆汁盐环境。嗜酸乳杆

菌食入人体后, 能否顺利通过胃肠环境是决定其发

挥功能特性的关键因素。为此, 本研究采用M R S 培

养基, 模拟正常人体胃液低 pH 和十二指肠高胆汁

盐的状态, 探讨 L actobacillus acid op h ilus Ind2I 和

L actobacillus acid op h ilus L akcid 在其中的存活能

力, 以期为肠道中嗜酸乳杆菌健康作用的正常发挥

提供理论依据, 也为其产品的开发奠定理论基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　菌种 L actobacillus acid op h ilus Ind2É (简称

L a21) 和L actobacillus acid op h ilus L akcid (简称L a2

2) , 来源于波兰罗兹技术大学食品化学与生物工程

学院发酵工程与工业微生物系。

M R S 液体培养基[5 ]。

1. 2　方　法

耐酸能力测定　用 0. 1 mo löL HC l, 将M R S 液

体培养基 pH 值分别调为 1. 5, 2. 5, 3. 5 和 4. 5, 121

℃灭菌 15 m in 后, 在超净工作台上接种活化的体积

分数 10% 的嗜酸乳杆菌种子液, 于 37 ℃恒温培养,

每隔2 h, 采用无菌生理盐水以 10 倍依次递减稀释,

进行平板菌落计数[6 ] , 测定 0～ 6 h 的活菌变化情

况, 重复 2 次。

耐胆汁盐能力测定　用猪胆汁盐, 将M R S 液

体培养基胆汁盐含量分别调为 1, 2, 3, 4 gökg, 于

121 ℃灭菌 15 m in。在超净工作台上, 将活化的体积

分数 10% 的嗜酸乳杆菌培养液接种于M R S2胆汁盐

培养基中, 37 ℃培养, 每隔 1 h, 采用无菌生理盐水

以 10 倍递减依次稀释, 进行平板菌落计数[6 ] , 测定

0～ 4 h 活菌数的变化情况, 重复 2 次。

2　结果与分析

2. 1　低 pH 值条件下嗜酸乳杆菌的存活能力

　　嗜酸乳杆菌食入人体后, 首先要抵御胃酸环境。

采用M R S 培养基模拟胃酸环境 (pH 1. 5～ 4. 5) , 测
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得 0～ 6 h 活菌数的变化情况见表 1。
表 1　pH 对L a21,L a22 活菌数的影响

T able 1　 Influence of pH on the living bacteria l num ber of L a21 and L a22 mL - 1

时间öh
T im e

处理
T reatm en t

pH

4. 5 3. 5 2. 5 1. 5

L a21 L a22 L a21 L a22 L a21 L a22 L a21 L a22

0

É 1. 28×108 2. 02×109 1. 28×108 2. 02×109 1. 28×108 2. 02×109 1. 28×108 2. 02×109

Ê 1. 66×108 3. 72×109 1. 66×108 3. 72×109 1. 66×108 3. 72×109 1. 66×108 3. 72×109

X{ 1. 47×108 2. 87×109 1. 47×108 2. 87×109 1. 47×108 2. 87×109 1. 47×108 2. 87×109

2

É 2. 40×109 4. 48×108 1. 68×108 7. 60×108 1. 18×108 4. 34×108 4. 58×104 5. 23×104

Ê 1. 34×109 3. 88×108 1. 08×108 9. 60×108 1. 02×108 3. 12×108 3. 24×104 8. 69×104

X{ 1. 87×109 4. 18×108 1. 38×108 8. 60×108 1. 10×108 3. 73×108 3. 91×104 6. 96×104

4

É 7. 00×109 1. 98×109 2. 24×109 4. 32×108 4. 60×107 1. 06×108 5. 96×103 4. 98×104

Ê 4. 14×108 2. 54×109 1. 48×109 4. 58×108 3. 98×107 1. 64×108 2. 36×103 4. 56×104

X{ 3. 71×109 2. 26×109 1. 86×109 4. 45×108 4. 29×107 1. 35×108 4. 16×103 4. 77×104

6

É 2. 10×1010 1. 54×109 6. 80×108 4. 50×108 1. 32×107 4. 56×107 2. 10×103 6. 35×103

Ê 2. 38×109 1. 16×109 4. 88×109 3. 54×108 1. 30×107 4. 78×107 1. 92×103 2. 25×103

X{ 1. 17×1010 1. 35×109 2. 78×109 4. 02×108 1. 31×107 4. 67×107 2. 01×103 4. 30×103

　　从表 1 可以看出, 在低 pH 情况下,L a21 和L a22

具有较强的生存能力。37 ℃经过 6 h 培养, 在pH 为

3. 5, 4. 5 时,L a21活菌数不但没有下降, 反而明显上

升。pH 为 4. 5 时, 活菌数由 1. 47×108 mL - 1增加到

1. 17×1010 mL - 1, 上升了 2 个对数级; pH 为 3. 5

时, 活菌数由 1. 47×108 mL - 1 增加到 2. 78×109

mL - 1, 上升了 1 个对数级, 且活菌数均达 109 mL - 1

以上。在 pH 为 4. 5, 3. 5 时, 37 ℃培养 6 h,L a22 活

菌数略有下降, pH 为 4. 5 时对数级未下降, pH 为

3. 5 时仅下降了 1 个对数级, 但活菌数均在 108

mL - 1以上。pH 为 2. 5 时, 37 ℃培养 6 h,L a21 的存

活率为 8. 91% , L a22 的存活率为 1. 63% , 且活菌数

均达 107 mL - 1以上。pH 为 1. 5 时, 经过 6 h 培养后

大部分嗜酸乳杆菌死亡, 但仍有部分存活, 且培养

2 h后的活菌数仍达 104 mL - 1以上。Ku rm ann 等[7 ]

报道, 嗜酸乳杆菌产品发挥功能特性时活菌数的临

界值为 106 mL - 1或 106 个ög。通常胃酸的 pH 在 3

左右, 流体食物在胃内停留时间为 1～ 2 h, 对照研

究结果表明, 嗜酸乳杆菌活菌数远远超过了临界值。

因此,L a21, L a22 具有较强的耐酸能力, 能够顺利通

过胃酸环境而到达肠内。

以表 1 中的时间 (x 1 )、pH (x 2 ) 为自变量, 以

L a21和L a22 活菌数 (N 1 和N 2) 的均值为因变量, 进

行回归分析, 可获得方程:

N 1 = 7 372 083 351. 6313 - 1 937 598 550. 0x 1 -

5 028 368 670. 0x 2+ 604 549 433. 650 0x 1x 2+

114 846 230. 468 8x
2
1+ 771 002 829. 3750 x

2
2

(1)

N 2 = 3 402 734 162. 500 0- 1 450 496 550. 0x 1 -

609 983 625. 0x 2 + 92 824 635. 0x 1x 2 +

137 306 046. 875 0x
2
1+ 110 401 350. 0x

2
2 (2)

方程 (1) , (2) 的回归复相关系数分别为 0. 929 和

0. 908, 决定系数分别为 0. 864 和 0. 824, 回归方程的 F

检验值为 12. 6783 3 和 9. 3433 3 (F 0. 01 (5, 10) = 5. 64)。

2. 2　高胆汁盐条件下嗜酸乳杆菌的存活能力

已知人体小肠中胆汁盐含量为 0. 3～ 3 gökg,

用猪胆汁盐模拟人体小肠胆汁盐环境, 测得嗜酸乳

杆菌在M R S2胆汁盐培养基中 0～ 4 h 活菌数的变

化情况见表 2。从表 2 可以看出, 在 1 gökg 胆汁盐条

件下, 37 ℃培养 4 h 后, L a21 的活菌数不但没有下

降, 反而有明显上升的趋势, 其活菌数达 1. 09×109

mL - 1; 在 2 gökg 条件下, 其活菌数略有下降, 达

2. 52×108 mL - 1, 存活率为 24. 71% ; 在 3 gökg 条件

下, 1 h 时L a21 处于应激状态, 活菌数迅速下降, 其

后逐渐增加, 4 h 时活菌数为 2. 97×106 mL - 1, 但仍

处于健康促进特性的活菌数范围内。在胆汁盐分别

为 1, 2 gökg 条件下, 37 ℃培养 4 h 后, L a22 的活菌

数略有下降, 其存活率分别为 83. 81% 和 23. 05% ,

但活菌数仍达 108 mL - 1以上; 在胆汁盐为3 gökg时,

L a22 活菌数达 1. 28×106 mL - 1。同时, 在 4 gökg 条

件下, L a21, L a22 均有部分存活。Ku rm ann 等[7 ]报

道, 嗜酸乳杆菌产品发挥功能特性的活菌数临界值

为 106 mL - 1或 106 个ög。在小肠正常胆汁盐条件下

(0. 3～ 3 gökg) , 由于食物在小肠内不停留, 因此, 嗜

酸乳杆菌具有较强的抗胆汁盐能力, 能顺利通过小

肠而到达大肠。
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表 2　胆汁盐对L a21、L a22 活菌数的影响

T able 2　 Influence of b ile salt on the living bacteria l num ber of L a21 and L a22 mL - 1

时间öh
T im e

处理
T reatm en t

胆汁盐ö(g·kg- 1) B ile salt

1 2 3 4

L a21 L a22 L a21 L a22 L a21 L a22 L a21 L a22

0

É 1. 38×109 1. 08×109 1. 38×109 1. 08×109 1. 38×109 1. 08×109 1. 38×109 1. 08×109

Ê 6. 60×108 1. 02×109 6. 60×108 1. 02×109 6. 60×108 1. 02×109 6. 60×108 1. 02×109

X{ 1. 02×109 1. 05×109 1. 02×109 1. 05×109 1. 02×109 1. 05×109 1. 02×109 1. 05×109

1

É 2. 24×1010 7. 20×108 1. 32×108 1. 76×109 8. 60×105 6. 40×106 1. 28×105 2. 62×103

Ê 1. 38×1010 1. 04×109 1. 10×108 2. 04×109 7. 60×105 8. 40×106 5. 05×105 1. 74×103

X{ 1. 81×1010 8. 80×108 1. 21×108 1. 90×109 8. 10×105 7. 40×106 3. 17×105 2. 18×103

2

É 2. 18×109 1. 64×109 4. 50×108 9. 60×108 7. 00×106 1. 22×107 6. 40×104 2. 09×103

Ê 2. 84×10 1. 92×109 6. 34×108 7. 40×108 5. 60×106 9. 20×106 6. 60×104 1. 89×103

X{ 2. 51×109 1. 78×109 5. 42×108 8. 50×108 6. 30×106 1. 07×107 6. 50×104 1. 99×103

3

É 1. 30×109 1. 30×109 3. 28×108 3. 46×108 3. 72×106 2. 26×106 1. 60×103 1. 86×103

Ê 1. 20×109 1. 42×109 2. 70×108 6. 00×108 2. 82×106 2. 04×106 2. 20×103 1. 82×103

X{ 1. 25×109 1. 36×109 2. 99×108 4. 73×108 3. 27×106 2. 15×106 1. 90×103 1. 84×103

4

É 1. 22×109 9. 80×108 2. 48×108 1. 02×108 3. 12×106 1. 30×106 1. 00×103 1. 32×103

Ê 9. 60×108 7. 80×108 2. 56×108 3. 82×108 2. 82×106 1. 26×106 1. 80×103 1. 22×103

X{ 1. 09×109 8. 80×108 2. 52×108 2. 42×108 2. 97×106 1. 28×106 1. 40×103 1. 27×103

　　以表 2 中的时间 (x 1)、胆汁盐 (x 3) 为自变量, 以

L a21 和L a22 活菌数 (N 1 和N 2)的均值为因变量, 进

行回归分析可得:

N 1 = 1 308 270 380. 0 - 562 513 949. 285 7x 1 -

7 698 457 970. 0 x 3 + 4 333 546 310. 000 1x 1x 3 -

268 592 608. 928 6x
2
1+ 108 615 177 000. 0x

2
3 (3)

N 2 = 1 982 690 402. 714 3 - 86 193 291. 428 6x 1 -

60 064 461. 5x 3- 577 968 340. 0x 1x 3+

13 260 795. 357 1x
2
1+ 7 067 386 400. 000 5x

2
3 (4)

方程 (3) , (4) 的回归复相关系数分别为 0. 571

和 0. 794, 决定系数为 0. 326 和 0. 630, 回归方程的

F 检验值为 1. 356, 4. 7633 3 (F 0. 01 (5, 14) = 4. 69)。

3　讨　论

嗜酸乳杆菌具有高度适应环境的能力, 对于不

良环境能迅速作出自我调节反应, 使其形成适应环

境的代谢系统。为了进一步观察低 pH 值环境下嗜

酸乳杆菌的形态, 本研究对L a21, L a22 进行涂片镜

检, 发现其在低 pH 值环境下菌体粗壮, 两端钝圆,

而高 pH 值环境菌体纤细, 呈杆状, 这可能是该菌为

抵御不良环境而产生的一种适应性反应。顾瑞霞

等[8 ]研究表明, 嗜热链球菌、保加利亚杆菌和双歧杆

菌在低 pH 值条件下 (pH 3) , 采用M R S 培养基, 于

最适生长温度培养 60 m in, 3 种菌存活率几乎为零,

而在 pH 值为 2 时, 20～ 40 m in 3 种菌便全部死亡。

对照本试验结果, 说明供试嗜酸乳杆菌的耐酸能力

较强, 能够抵御胃酸环境, 具备功能性食补因子的基

本要求。

耐胆汁盐特性也是嗜酸乳杆菌作为功能性食补

因子的一个重要优势指标, 虽然在 3 gökg 胆汁盐培

养中 4 h, L a21, L a22 的活菌数减少了 100 倍, 但仍

达 106 mL - 1以上。据报道[9, 10 ] , 为了防止疾病发生,

只有摄入 106 mL - 1或 106 g- 1以上的活性嗜酸乳杆

菌, 才能充分发挥其健康促进特性, 因此, 供试嗜酸

乳杆菌仍能抵抗来自胰腺的胆汁盐, 且由于食品在

十二指肠中停留时间极短, 嗜酸乳杆菌能够顺利通

过小肠而到达大肠。

总之, 在模拟胃肠环境条件下, 供试嗜酸乳杆菌

可以顺利通过胃肠高酸、高胆汁盐环境而到达肠内,

其可以作为食补因子在人体肠道中正常繁殖, 形成

优势菌, 充分发挥其健康促进特性, 起到整肠作用。

该抗逆能力的研究为嗜酸乳杆菌应用于微生态制剂

和生物活性食品奠定了理论基础。
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Study on the in to lerance ab ility of L actobacillus acid op h ilus

on pH and b ile sa lt
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2 Colleg e of F ood S cience and E ng ineering ,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: U sing M R S m edium , the in to lerance ab ility of L actobacillus acid op h ilus w as studied im ita t ing

gastroen teric environm en ts (pH 1. 5- 4. 5 and 1- 4 gökg b ile sa lt). T he resu lts show ed that the su rvival a2
b ility of L . acid op h ilus w as h igher a t pH 2. 5- 4. 5, the living bacteria l num ber w as above 107 cfuömL after

6 h cu ltu re a t 37 ℃, and som e L . acid op h ilus w as st ill a live at pH 1. 5; tha t the living bacteria l num ber w as

above 106 cfuömL at 1- 3 gökg b ile sa lt af ter 4 h cu ltu re and som e bacteria cou ld su rvive at 4 gökg b ile

sa lt. T he F in spect ion value w as ex trem ely rem arkab le by regression analysis.

Key words: L actobacillus acid op h ilus; gast roen teric environm en t; in to lerance ab ility; regression analysis

富铬南瓜新品种“永安 1 号”通过鉴定

由西北农林科技大学园艺学院蔬菜花卉研究所程永安副研究员主持选育的富铬南瓜新品种——“永安

1 号”于 2003 年 11 月 18 日通过由陕西省农作物品种审定委员会组织的专家鉴定。

该品种生长发育快, 座果节位低, 早熟性突出, 丰产性好, 产量较对照品种小磨盘增加 26. 4%。果实为高

扁圆形, 果实皮色墨绿色至桔黄色, 瓜肉黄色, 符合市场新的需求。尤其营养品质好, 富含对糖尿病有防治作

用的铬元素, 在丰富富铬南瓜品种类型方面有积极作用。该品种耐低温、耐弱光, 抗病性优于对照品种小磨

盘。适宜于早春保护地和露地栽培。可在陕西关中地区及同类生态地区推广种植。经陕西省农产品质量监

督检验站品质分析, 水分 895. 9 gökg, 锌 1. 89 m gökg, 类胡箩卜素 73. 1 m gökg, 分别低于对照品种小磨盘

(925. 8 gökg, 2. 98 m gökg, 89. 9 m gökg) , 总糖 42. 75 gökg, 淀粉 5. 7 gökg, 铬 0. 893 m gökg, 显著高于对照

品种小磨盘 (31. 0 gökg, 2. 4 gökg, 0. 238 m gökg)。

经陕西省 12 个点次区域试验, 平均产量 38 019 kgöhm 2, 比对照品种小磨盘 (平均产量 30 094. 5

kgöhm 2 ) 增产 26. 4%。 9 个生产示范点平均产量为 33 090 kgöhm 2, 比对照品种小磨盘 (平均产量

27 621 kgöhm 2)增产 21. 0%。

(屈李纯　供稿)
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